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摘要 : E1 coli 中表达的 HEV 衣壳蛋白片段 P239( aa368~ 606)形成的类病毒颗粒与戊肝患者恢复期血清及中和单
抗具有良好的反应性,较好地模拟了天然 HEV 病毒颗粒的表面空间结构。利用 P239 吸附 HepG2 细胞的模型来
模拟HEV 对宿主细胞的吸附, 多株中和单抗对吸附的阻断验证了吸附的特异性。P239 与多株传代细胞系的吸附
结果则表明了这种特异性吸附的细胞选择性。对阻断 P239 吸附的线性单抗进行定位, 初步确定了 P239 与细胞相
互作用的区域: ORF2 上的 aa423~ 443很可能和病毒上的细胞膜受体结合部位非常靠近, 或可能直接参与构成了
病毒与细胞特异性识别的表位。此本研究为进一步研究 HEV 与宿主细胞的相互作用提供一定的线索。
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  戊型肝炎病毒( hepatit is E virus, HEV)引发戊
型肝炎,主要经粪口传播,是发展中国家急性病毒性
肝炎的主要病因之一[ 1]。HEV 大小约 27~ 34nm,
无包膜,基因组为 715kb的单股正链 RNA, 包含 3
个开放读码框( ORF) , 其中 ORF2编码的 660 个氨
基酸组成病毒衣壳[ 1]。现有研究结果表明 HEV 的
主要中和表位区域集中于 ORF2的 aa459~ 606 之
间[ 2- 4] , 李少伟等在 E1 coli 中表达 HEV 衣壳蛋白





迄今仍没有有效的 HEV 细胞培养模型, 且难
以获得大量纯化的天然 HEV, 因此对 HEV 感染过
程的了解并不清楚。Purcell等发现 HepG2、HuH7、
PLC/ PRF5和 A549 等细胞能吸附天然的 HEV 病
毒且HEV对 HepG2细胞有一定的感染能力[ 9- 11]。
在原代肝细胞难以获得的情况下, 本研究以HepG2
为细胞模型, 利用能较好模拟天然 HEV 的类病毒




1  细胞培养  HepG2、Huh 7、P815 细胞来自 ATCC,培养条
件为 10% FBS( Hyclone) , DMEM , 100Lg / mL 青霉素, 100Lg/
mL 链霉素, 37e 5% CO2培养箱培养。PLC/ PRF5、A549 细
胞来自 ATCC, 培养条件为 10% FBS ( Hyclone) , MEM ,
100Lg/ mL 青霉素, 100Lg/ mL 链霉素, 37 e 5% CO2 培养箱
培养。
2  蛋白的表达与纯化  P239( aa368~ 606)的表达与初步纯
化如文献[ 5]所述。
3  单克隆抗体  8H3、8C11、12A10、15B2、16D7 等 HEV 单
抗均来源于 HEV ORF2 重组蛋白免疫的小鼠 , 其中 8H3、
8C11 为构象型单抗, 12A10、15B2、16D7 为线性单抗。在恒
河猴上的实验表明 8H3、8C11 能在体内中和 HEV 感染, 为
中和性单抗[ 3, 7]。相应的 Fab 片段制备按文献[ 12]进行。两
株对照单抗: 4D11 来源于 HBV 的表面抗原免疫的小鼠, 2F2
来源于 HIV P24免疫的小鼠。
4 蛋白印迹实验( Western blotting)  按常规方法操作, 处
理好的样品 12% SDS-PAGE 后转移到硝酸纤维膜进行杂交,
一抗为抗 HEV单抗 15B2,二抗为羊抗鼠 I gG-AP。
5 流式细胞仪分析 P239 的吸附  培养细胞达到 80% ~
90%汇合后, 用 01 25%胰蛋白酶/ 0102% EDTA消化, PBS 洗
2 次( 1 000r/ min, 5min/次) , 将细胞重新悬浮, 2% 台盼蓝染
色, 显微镜下计数。以每管 2 @ 105/ mL 的密度将细胞平均
分配于流式管中, 分别加入 P239、P239 与单抗的混合液及
其相应的同型对照 37 e 孵育 30 min, PBS 洗 3 次( 1 000r/
min, 5min/次) ; 单抗 15B2 37e 孵育 30min , PBS 洗 3 次
( 1 000r / min, 5min/次) ; 抗鼠-F ITC> 4e 避光孵育 30min,
PBS 洗 2 次( 1 000r/ min, 5min/次) ,流式细胞仪分析。
6 阻断 ELISA 实验  用改良过碘酸钠法标记单抗 12A10
和 8C11, 用 ELISA 法进行相互阻断实验。取每孔 0105Lg/
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mL P239 包被的 ELISA 板, 分为两组, 第一组分别加入
100Ll/孔的 12A10和 12A10的 Fab 片段(分别以 20%的小牛
血清 PBS 稀释至 ELISA 滴度为 1: 100 000) , 另外一个孔中
加入 20% 小牛血清 PBS 作为对照; 第二组分别加入相同
ELISA 滴度的 8C11 和 8C11 的 Fab 片段及一个空白孔; 37e
孵育 30min;吸弃液体, 在第一组孔中加入 100Ll/孔的辣根过
氧化物酶( HRP) 标记的 8C11(以 20 %小牛血清 PSB 稀释至
1: 100 000 ELISA 滴度 ) , 第二组孔中加入 100Ll/孔的相同
ELISA滴度的 HRP 标记的 12A10; 37 e 孵育 30min; 用 PBST
洗涤 5 次并扣干后, 加入显色剂, 37e 温育 15min, 2mol/ L 硫
酸 50Ll终止反应,酶标仪上读取 OD450/ 620nm的读值。
7  蛋白与 HepG2 细胞的吸附及阻断  100ml细胞培养瓶中
的细胞生长达到 95% 汇合率后, 胰酶消化细胞, 加入培养
基,放入 37e CO 2 培养箱再培养复苏 2h。2h 后收细胞于
15ml离心管, 4 e 预冷的 PBS 洗 2 遍, 冷 PBS 重悬并以每管
1 @ 106 个细胞分装入 115ml 管, 每管加入 30Lg P239 及
300Lg的阻断单抗(对照组则加相应体积的冷 PBS) ,总反应
体系为 300Ll, 4 e 反应 11 5h, 冷 PBS 洗 3 遍 ( 500Ll/次)。从
第 3次 PBS 重悬的细胞悬浮液中取 20Ll, 其中 10Ll台盼蓝
染色观察细胞状态, 另外 10Ll以 PBS 稀释至 100Ll, 测定其
OD600值,用( OD600@ 1 000) Ll体积的 PBS 稀释反应后的细
胞,加入 6 @ 蛋白上样缓冲液, 沸水浴 10min, 样品再稀释 5
倍, Western blotting 检测 P239 的结合量。
8  线性单抗决定簇的定位  根据 HEV ORF2 的 aa368~
606 区段合成重叠 10 个氨基酸的 15 肽肽库。以 01 05mol/ L
碳酸盐包被缓冲液 ( CB, pH915)将每个肽分别稀释成 1Lg /
mL ,每孔 100Ll包被于微孔板, 37e 吸附过夜; PBST 洗涤 1
遍,每孔 200Ll 5%的牛血清白蛋白 37e 封闭 2h; 将封闭液
甩干后,加入需要检测的单抗 37 e 反应 30min, 用 PBST 洗
涤5 次并扣干;每孔加入 100Ll HRP 标记的羊抗鼠 IgG 37e
反应 30min; PBST 洗涤 5 次并扣干, 加入显色剂, 37 e 温育
10min, 终止,读取 OD450/ 620nm的读值。






1) ,说明 P239 对传代细胞系的吸附有一定的选择
性。以 HepG2 为模型的进一步研究表明这种吸附





图 1 P239 与不同细胞系的特异性吸附
F igure 1 The special binding of P239 to different cell lines
图 2 P239 对 HepG2 细胞的吸附及中
和单抗 8C11 对此吸附特异性阻断
F igur e 2  The binding of P239 to HepG2 cell and the
blocking by neutralizing MAb 8C11
A. Western blott ing; B. Flow cytometry.
图 3  不同浓度的中和单抗 8C11 和
8H3 对 P239 与 HepG2 细胞吸附的阻断
Figure 3 T he results of tw o- fold serial diluted
neutralizing MAbs 8C11 and 8H3
blocked the binding of P239 to HepG2 cell
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模拟了 HEV 天然病毒对这些细胞的特异吸附, 因
此, P239一定程度上可以替代 HEV 天然病毒以研
究感染初步发生的事件。
2  线性单抗阻断 P239与 HepG2的吸附
为了确定 P239和 HepG2的相互作用区域, 我
们检测了 3株 HEV 线性单抗对 HepG2吸附 P239
的阻断作用。其中 15B2 没有阻断作用, 而 12A10
和16D7则与两株中和单抗 8C11 和 8H3有相似的
效果,能完全阻断 P239对 HepG2的吸附(图 4)。
图 4  线性单抗对 P239 与 HepG2 细胞吸附阻断
Figure 4  Blocking the binding of P239 to






单抗的表位集中在HEV ORF2 aa398~ 452(图 5)。
12A10和 16D7 的表位相互重叠, 前者为 aa423 ~
438, 后者为 aa428~ 448。而 15B2 表位, aa403 ~
418,位于 12A10表位的 N 端。单抗相互阻断实验
表明完整的 12A10和 8C11能部分阻断对方的活性
而二者的 Fab段对对方均无影响(图 6) , 表明二者
的表位在空间上临近但相互分离。他们在 ORF2上
的定位关系如示意图 7。
图 5 线性单抗与 HEV ORF2 15 肽肽库的反应性
Figure 5  T he reactiv ity of linear
MAbs w ith peptides of HEV
图 6 8C11 与 12A10 的交叉阻断 ELISA
Figure 6  Cross-blocking EL ISA among
MAb 8C11 and MAb 12A10
图 7  各表位在 ORF2 上的定位
Figure 7  Locat ion of MAbs. epitope on ORF2

































12A10及 16D7 进行多肽上定位, 我们发现这一区
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The Establishment of Cellular Attachment Model for Hepatitis E Virus (HEV)
and Its Application in the Identification of HEV Cellular Attachment Region
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Abstract:We have previously expressed a recombinant hepatit is E virus capsid protein p239 ( ORF2, aa368-606)
w hich show ed good immunogenicity and react ivity, and has been conf irmed to have a simulated st ructure com-
pared w ith nat ive v iruses1 In the present study, p239 w as used to simulate nat ive HEV to invest igate the at tach-
ment of HEV on host cells1 Our data show ed that p239 specifically attached on HepG2 cells as several HEV neu-
tralizing monoclonal ant ibodies ( MAbs) could block p239 at tachment on cell surface1 Further, by using MAbs
against linear epitopes of p239, w e identified a possible cellular binding site ( aa423-443) for the capsid protein of
HEV1 Our data provide an important clue for the further analy zing of HEV-host cell interact ion1
Key words: hepatit is E virus ( HEV) ; VLP P239; HepG2 cell; MAbs blocking
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